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Verfahren zur Sequenzanalyse eines gegebenenfalla modifi- 
zierten OligoribonuKleotids Oder Oligodesoxyribonukleotids 

Synthetische Oligonukleotide warden fUr die modernen Bio- 
wieaenschaften immer wichtiger. Insbesondere hat die che* 
mische Syntheee von vorgegebenen Nukleotideequenzen die 
Entwicklung der Gentechnologie geffirdert und beechleunigt, 
Dadurch wurde die Entwicklung neuer und schnellerer Synthese- 
methoden angeregt» beispielsweiee die Entwicklung von besse-- 
ren Kupplungsmethoden (1, 2), von hochselekt iven und milden 
EntschUtzungsmitteln (3, 4) und die Verwendung von geeig- 
neten festen Tragern (5, 6, 7). Derartige Synthesen lassen 
8ich heute in einigen Tagen durchfUhren; demgem&6 ist die 
grSBere Arbeit bei der sorgf&ltigen Analyee der entschUtzten 
Oligonukleotide zu leisten. Sequenzanalysen werden Ublicher- 
weise durch chemische Abbaumethoden (8) oder "Wandering- 
Spot**-Methoden (g) nach radioaktiver Markierung durchgefuhrt . 

FUr vollgeschiitzte Oligonukleotide wurde ein relativ kom- 
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plexes Fpagmentierungsverhalten auf Basis einer Negativio- 
nen-^^^Cf-PlasmadesorptionsmassenspektPometrie beschrieben 
(12). McNeal et al. geben ferner an. daS Oligonukleotide 
mit den natUrlich auftretenden Phosphodiester-Internukleo- 
tidbindungen ein noch komplexeres Fpagmentierungsverhalten 
zeigen und daB die Ausbeute an MolekUlionen stark beeintrftch- 
tigt wird (12). 

Entsprechend diesem Stand dep Technik muB es Ubepraschen, 
daB es epfindungsgemaamoglich ist, eine Sequenzanalyse 
von gegebenenfalls modif iziepten Oligopibonukleotiden. odep 
Cligodesoxypibonukleotiden dupch MassenspektPometPie auf 
einfache Weiss duPChzufUhPen. 

Dazu wiPd epfindungsgemSB ein Vepfahpen "zup Sequenzanalyse 
eines gegebenenfalls modif iziepten Oligorlbonukleotids Oder 
Oligodesoxyribonukleotids vorgeschlagen, daB dadurch gekenn- 
zeichnet i8t» daB man 

(a) das gegebenenfalls modif izierte Nukleotid einer Massen- 
spektrometrie unterwirft, wobei es sich bei dem modif izier- 
ten Nukleotid urn ein Nukleotid mit mindestens einem ioni- 
schen Phosphatrest (Phosphatladung) oder urn ein unter MeBbe- 
dingungen einen depaptigen Phosphatpest liefepndes Nukleotid 
handelt, 

(b) die Negativionen pegistpiept und 

(c1) die Massendiffepenz zwischen gewichtsm&Big aufeinandep- 
folgenden 5'-P-Ionen und/oder 

(c2) die Masssndiffspenz zwischen gewiehtsmlBig aufeinandep- 
folgenden 3'-P-Ionen ermittelt und 

(d) die ermittelten auf einanderfolgenden Massendifferenzen 
den Basen zuordnet. 

Beispiel fOr anwendbare massenepektrometrische Methoden 
sind die FAB-Massenspektpometpie und die SIMS-Massenspektpo- 
metPie odep Kombinationen diessp Methoden. Hinsichtlich 
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der FAB-Massenspektrometrie sea beispielsweiBe auf Barber 
et al. (10) und Morris et al. <13) hingewiesen. Ein wesent- 
liches Merkmal der FAB-Massenspektrometrie besteht darin, 
daB das in Form einer Monolayer auf einer Matrix vorliegende 
zu untersuchende Material mit neutralen, ungeladenen Teil- 
chen bombardiert wird, beispielsweise mit einem Edelgas in 
einem Feld von beispielsweise 5 kV Oder mehr. 

Das jerf indungsgemaee Verfahren wird also auf ungeschUtzte 

bzw. entschUtzte Oligoribonukleotide Oder Oligodesoxyribo- 

nukleotide angewandt. Die Obergrenre der Basenanzahl von 

nach dem erf indungsgem^Ben Verfahren zu analysierenden Nukleo- 

tiden ist nicht durch das Verfahrensprinzip begrenzt, in 

der Praxis kann Jedoch eine Grenze durch das Auf IBsungsver- . 

mSgen des verwendeten Massenspektrographen gesetzt warden. 

Richtwerte fUr die Homogenitat des zu sequenzierenden Mate- 
rials sind 95, insbesondere 97 und vorzugsweise 99 %• Es 
muB jedoch dem Fachmann Uberlassen bleiben und kann ihm 
zugemutet werden, den geeigneten HomogenitStsgrad zu ermit- 
teln. Es kann sich erweisen, daB von Fall zu Fall ein anderer 
Homogenitatsgrad wUnschenswert ist, da manche Verunreinigun- 
gen Uberproportional im Spektrum vertreten sein kSnnen, 
wie nukleotidisches Material mit lipophilen Gruppen z.B. 
mit der Tritylgruppe. 

Nachstehend wird die Erfindung anhand von Figuren ntther 
eriautert. Es zeigen: 

Fig. 1a ein Negativionen-FAB-Massenspektrum des Oligodes- 
oxyribonukleotids a, nSmlich d ( A-C-T-C-6-A-T-G ) td » desoxy). 

Fig. lb ein Negativionen-FAB-Massenspektrum des Oligodesoxy- 
ribonukleotids b, nSmlich d(G-C-G-A-T-C-6-C) , 
Fig. 1c ein Negativionen-FAB-Massenspektrum des Oligodesoxy- 
ribonukleotids c, nSmlich d(G-A-A-6-A-T-C-T-T-C) , 
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Fig. 2a ein verclnfachtes St puktur schema des Oligodesoxypibo- 
nukleotlds a. 

Fig. 2b ein vereinfachtes strukturschema des Oligodesoxyribo- 
nukleotids b»- 

Fig. 2c ein vereinfachtes strukturschema des Oligodesoxy- 
ribonukleotids c. 

Fig. 3 ein vereinfachtes Strukturschema des Oligoribonukleo- 
tids d (G-A-U) sowie dessen Negativionen-FAB-Massenspektrum, 
Fig. 4 ein vereinfachtes strukturschema des Oligoribonukleo- 
tids d (A-A-A-A-A-A) sowie dessen Negativionen-FAB-Massen- 
•pektrum, , 

Fig. 5 ein vereinfachtes Strukturschema des Oligoribonukleo- 
tids d (A-A-A-A-A-A-A-A) sowie dessen Negativionen-FAB-Massen- 
spektrum und 

Fig. 6 ein vereinfachtes Strukturschema des Oligodesoxyribo- 
nukleotids d (6-A-T) sowie dessen Negativionen-FAB-Massen- 
spekt rum, 

wobei bei den vereinfachten Strukturschemen der Figuren 
2a bis 2c diejenigen Bindungen durch gestrichelte Linien 
markiert sind. deren Bruch zu den wesentlichen Fragroentionen 
fUhrt; dabei wurde an den Bruchstellen jeweils die Masse 
dieser Fragmentionen angefUhrt. wobei die oben an einer 
gestrichelten Linie angegebene Masse dem 5'-P-Sequenzion und 
die unten an einer gestrichelten Linie angegebene Masse 
dem 3'-P-Sequenzion entspricht. 

Wenn man reine Oligonukleotide in das erf indungsgemSBe Ver- 
fahren einsetzt. erhSlt man praktisch nur sperifische 5'-P- 
Sequenzionen und 3'-P-Sequenzionen (vgl. Fig. 1a bis 1c). 
Diese ausschlieSliche Bildung spezifischer Sequenzionen 
ermBglicht sine rasche Sequenzanalyse allein dadurch. da0 
man die Massendiff erenzen zwischen auf einanderf olgenden 
sequenzionen des gleichen Typs ermittelt. Eine Unterscheidung 
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zwischen diesen beiden Typen von Sequenzionen let m5glich« 
da lonen unterschiedlichen Type, jedoch mit der gleichen 
Anzahl von Nukleotideinheiten regelmMBig durch ihre Peakin- 
tensitSt zu unterscheiden sind. Da die Bindung mit dem 3'-0- 
Atom, das mit einem sekundKren Kohlenatoffatom dee Zuckeran- 
teils verbunden iet, labiler ist als die Bindung mit dem 
S^-O-Atom, das mit einem prim&ren Kohlenstoffatom des Zucker' 
anteils verbunden ist, treten die 5*-P-Sequenzionen ohne 
Ausnahme intensiver als die entsprechenden 3*-P-Sequenzionen 
auf • 

Zur Ermittlung der Nukleotidsequenz geht man folgendermaBen 
vor. 

Beginnend vom (M--H)*-Peak ((M-H)% MolekUl minus Proton) 
klassif iziert man alle Sequenzionen entsprechend ihrer Inten< 
sit&t entweder als 5**P-Ionen Oder als 3***P*-Ionen. FUr die 
Figuren 1a und 2a erh&lt man dabei folgendes Ergebnis: 

Tabelle 1 

5* -P^Sequenzionen 3' ^sequenzionen 

2407 /{M-H)"-Ion/ 

2158 
1854 
1541 
1212 
023 
619 
330 

Danach ermittelt man die genaue Massendiff erenz zwischen be- 
nachbarten Peaks desselben Sequenzionentyps, Mit der folgen- 
den Tabelle kann man den ermittelten Massendiff erenzen das 
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2174 
1885 
1581 
1292 
963 
650 
346 
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Jeweilige Nukleotid zuordnen. 



Tabelle 2 



Massendiff erenz 
Nukleotid mi tte Is t&nd ig 
(mit PO.H) 



Maseendiff erenz 
endstftndig 

(ohne PO^H) (mlt PO^H + OH) 



313 



233 



330 



289 



209 



306 



329 



249 



346 



304 



224 



321 



Den Figuren 2a bis 2c kann man. entnehmen, daS man hinsicht- 
lich der 5'*P-Sequenzionen und der 3'-P-Sequenzionen zwischen 
einem 5*-Ende (links in den Figuren) und einem 3*-Ende 
(rechts in den Figuren) unterseheiden .kann, die den entgegen- 
gesetzten Enden des Jeweiligen-Oligodesoxyribonukleotids 
zugeordnet sind. Dementsprechend kann man die vollst&ndige 
Basensequenz eines dem erf indungsgem&Ben Verfahren unterworfe 
nen Oligonukleotids zweimal ablesen, indem man entweder 
am 5*-Ende Oder am 3*-Ende beginnt. 

Diese MSglichkeit, die Basensequenz eines Oligonukleotids 
in zwei verschiedenen Richtungen abzulesen, bietet die M5g- 
lichkeitt daB man die Basensequenz nicht unbedingt in Jeder 
Leserichtung vollstSndig ablesen muQ, sondern nur bis zu 
bzw. ab einem Oberlappungsbereich. Dieses Vorgehen kann 
dann vorteilhaft sein. wenn sich (beispielsweise infolge 
von Verunreinigungen des zu untersuchenden Oligonukleotids) 
die Massen der Sequenzionen mit zunehmender Hassenzahl weni- 
ger genau ermitteln lessen. In diesem Fall kann man eine 
vollst&ndige Sequenzanalyse durch Zusammensetzen der in 
beiden Leserichtungen nur bis zum bzw. ab Oberlappungsbereich 
fOr die kleineren Massenzahlen gewonnenen Ergebnisse er- 
mitteln. 
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Es ist klar, daQ alle Fragmente derselben Zueammensetzung 
dieselbe Masse unabhangig davon besitzen^ ob es sich urn 
5*-P-Sequenzlonen Oder urn 3*--P*Sequenzionen handelt. So 
zeigt das Spektrum der Sequenz b (Fig. 1b) nur einen Peak 
fUr beide endst&ndigen Dinukleotidionen* Trotz dieses Urn- 
stands bietet die Ermittlung der Sequenz keinerlei Probleme. 
Aus dem Gesamt spektrum ist klar zu entnehmen^ daB in einem 
weiten Massenbereich nur ein einziger Peak auftritt. Die 
Massen und die PeakintensitHten der hSheren Oligonukleotid- 
ionen bestatigen klar, daS (gelese'n vom 5*-Ende) die zweite 
Position C und die siebente Position 6 und der einzelne 
Peak der Masse 635 beide Dinukleotidionen represent iert. 

Synthese der experimentell untersuchten Oligodesoxyribonu-* 
kleotide 

Im wesentlichen arbeitete man nach den bewKhrten Phosphotri- 
estermethoden. Es wurden Benzoyl- ^ Anisoyl- und Isobutyryl- 
Gruppen zum Schutz der heterozyklischen Basen, 4-Methoxytri- 
tyl-Gruppen zum Schutz von 5*-0H und 2«Chlorphenyl- und 
2,2,2-Tribrom&thyl-Gruppen zum Schutz der Phosphatfunkt ionen 
verwendet. Die Kondensationsreakt ionen wurden in LBsung 
mit 2,4,6-Triisopropylbenzol8ulf onyl-3-nitro-1 ,2,4-triazolid 
als Kondensationsmittel durchgefUhrt. SchlieBlich bildete 
man die ungeschUtzten Oligomeren durch Behandeln mit Pyridin 
(10 %) in konzentriertem Ammoniak und danach durch Behandeln 
mit Essigs&ure (80 %) . Homogenit&ten von mehr als gg % wurden 
routinem&Big nach lonenaustauschchromatographie (Sephadex 
A-25 in Gegenwart von 7 m Harnstoff ) und nachf olgendes Ent- 
ealzen erhalten. Die Homogenit&t wurde sorgf&ltig durch 
Umkehrphasen-HPLC (Umkehrphasen-Hochdruckf lassigchromato- 
graphie)» Polyacrylamid-Gelelektrophorese in Gegenwart von 
Kettenl&ngen-Markierungen (11) und zweidimensionale' Finger- 
print-Methode UberprUft. 
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Statt einer lonenaustauschchromatographie in Gegenwart von 
Harn8toff oder Formamid kann man auch eine mehrfache Umkehr- 
phaaenchromatographiet eine Gelelcktrophorese unter dena- 
turierenden Bedingungen oder eine der vielen mBglichen Kom* 
binationen dieser Verfahren anwenden. 

Heratellung der Maeeenspektrogramme der Fig. 1a bia 1e 

Die Figuren la bis 1c zeigen die relevanten Regionen der 
Negativionen einea unter BeachuB mit schnellen Atomen durch- 
gefOhrten Maeeenapektrogramma (FAB) von a « d(A-C--T-C-6-A- 
T-G)t b - d(6-C-G-A-T-C-Q-C) und c ■ d(G-A-A-G-A-T-C-T-T-C) 
unter AuaachluB der Glycerinmatrix. Die Massendiff^renz 
zwiachen zwei Marken ist- ein Indiz fUr dae Jeweilige Nukleo- . 
tid. Die Maaaendifferenzen oberhalb der Spektren betreffen 
Fragmentionen mit S'-Phoephatenden (S'-Phosphataequenzionen 
bzw. 5*-P-Sequenzionen) und die Massendifferenzen unterhalb 
der Spektren betreffen Fragmentionen mit 3*-Pho8phatenden 
(3»-Pho8phatsequenzionen bzw. 3'-P-Sequenzionen) . Die hBchate 
Masse liefert das (M-H)**-Ion. Daa entsprechende doppelt 
geladene Ion wurde bei der halben Masse gefunden. Die Spek- 
tren wurden mit einem Kratos MS 50 S mit einem Hochf eldmagne- 
ten (Massenbereich etwa 3000 bei 8 kV) und einer Kratos-FAB- 
Quelle aufgenommen. Die Atomkanone verwendete Xenon und 
lieferte einen Strahl nejjtraler Atome bei 8 bis 9 keV. Es 
wurde eine LSsung des Triathylammoniumsalzes jedes Oligodes- 
oxyribonukleotids (4 bis 5 ^ul mit einem Gehalt entspre- 
chend 1 bis 1,5 oD etwa 10 nmol) in die Glycerinmatrix 

(etwa 2 ^ul) auf einem FAB-Kupferprobentrfiger injiziert. 
Das Wasser wurde liber eine Schleuse (direct insertion lock) 
entfernt und die Spektren wurden bei einer Magnetauf ISsungs- 
rate von 300 s/Dekade aufgezeiehnet. 
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Dae erf indungsgem£Be Verfahren zur Sequenzanalyse von Oligo- 
ribonukleotiden ist in Tab. 3 und den Fig. 3 bie 5 erlSutert. 

1. Die Triethylammoniumsalze von Oligoribonukleotiden geben 
die zu den enteprechenden Oligodesoxyribonukleotiden ana* 
logen Maesenpeake (Beiepiel: rA^, ^^3^* 

2. Die Analyee von gemischt^-basigen Ribo-Tri« und Tetrameren 
zeigt, daQ auch bei Oligoribonukleotiden die lonen unter- 
schiedlichen Type Jedoch mit der gleichen Anzahl von Nukleo- 
tideinheiten regelmSLQig durch ihre Peakinteneit&t zu unter- 
echeiden eind (Beispiel: d(G-A*T) und r(G-A-U)t wobei zu 
beachten iet* daB 

Oligoribonukleotide Ublicherweiee das Nukleotid Uridin (U) 
etatt Thymidin (T) enthalten (vgl. Fig. 3 und 6). 

Das Verfahren ist analog auch auf chemisch modif izierte 
Oligomere anwendbar, wobei entweder im zu untersuchenden 
Material mindestens eine Phosphatladung vorhanden eein mu8 
(vgl. Tab. 4 und 5), Oder eine eolche unter den MeBbedin- 
gungen erzeugt werden kann. Letzteres ist der Fall bei Phos- 
phatschutzgruppenp die reduktiv abspaltbar sind (Beispiel: 
Tribromethyl-* Oder Cyanoethyl-*Schutzgruppe) • 

Eine besondere Bedeutung dieser Variante des erf indungsge* 
maBen Verfahrens liegt in der M8glichkeit» Zwischenstuf en 
fUr die Oligonukleotidsynthese auf ihre Identit&t zu unter-^ 
suchen. Es werden heutzutage meist teilgeschOtzte Mono- 
und Dinukleotide fUr die Synthese verwendet. Letztere ent-> 
zogen sich bislang einer massenepektrometrischen Sequenz* 
analyse. Die Ergebnlsse des erf indungsgemEBen Verfahrens 
sind in Tabelle 4 zusammengefaBt. Die charakteristischen 
Sets von Peaks ermSglichen eine eindeutige Sequenzaussage 
fur Dinukleotide. 
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Tab, 4: Geschtttzter Dldfoxyrlbonukleotid-Typ: 
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Patentansprllche 

1. Verfahren zur Sequenzanalyse eines gegebenenfalls wodi- 

f izierten Oligoribonukleotids Oder Oligodesoxyribonukleotlds. 
dadurch sekennzelchnet.daBroan 

(a) das gegebenenfalls modifizierte Nukleotid einer Massen- 
spektrometrie unterwirft, wobei es sich bei dem modlf izierten 
Nukleotid urn ein Nukleotid mit mindestens einem ionischen 
Phosphatrest ( Phosphatladung) oder urn ein unter MeBbedingun- 
gen einen derartigen Phosphatrest lieferndes Nukleotid han- 
delt. 

(b) die Negativlonen registriert und 

(CD die Massendifferenz zwischen gewichtsmSfJig aufeinander- 
folgenden 5*-P-Ionen und/oder 

(c2) die Massendifferenz zwischen gewichtsmSBig aufeinander- 
folgenden 3*-P>Ionen ermittelt und 

(dl die ermittelten aufeinanderfolgenden Masaendifferenzen 
den Basen zuordnet. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
n e t . daB man das Nukleotid einer FAB-Massenspektroraetrie 
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unterwirft. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch g c k e n n - 
zeichnet , daO man ein Nukleotid mit einer Homogeni- 
tat von 95, insbesondere 97 und vorzugsweise 99 X verwendet. 
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FIG.2a 
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FIG.2b 



-H2408 




2159 1870 1541 



W/0 1541 128 - »4 ( 



^5 306 



7 0 



/S 



I 

G5 



/O 



6 



^0 



c 



oVo.^'iijoiofo./o'(!o,/ol'o. 

OH! OHi oh! OHi 

-I J J ' 

964 1277 1581 



n 



0 
I 

OH 



I 

! 



OH 



I 



1870 2199 -H2406 



FIG.2C 
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